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网膜素改善氧化应激对人动脉血管平滑肌细胞
玉、郁型胶原表达的抑制作用
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[摘摇 要] 摇 目的摇 研究网膜素对氧化应激作用下的人主动脉平滑肌细胞胶原玉、郁表达的影响。 方法摇 将人主动脉

平滑肌细胞系培养,细胞密度到达 90%以上后,随机分为 5 组:对照组、氧化应激组、网膜素组、细胞外调节蛋白激酶

(ERK)抑制剂组和丝裂原活化蛋白激酶(p38MAPK)抑制剂组。 其中,对照组不增加任何处理,氧化应激组加入叔丁

基氢过氧化物(t鄄BHP,87. 1 滋mol / L),网膜素组(87. 1 滋mol / L t鄄BHP +600 滋g / L 网膜素)、ERK 抑制剂组、p38MAPK 抑

制剂组为在网膜素组基础上分别加入 ERK 抑制剂(PD98059,60 滋mol / L) 和 p38MAPK 抑制剂( SB203580,100
滋mol / L),应用 Western blot 法检测细胞中胶原玉、郁表达量。 结果摇 应用 MTT 法,筛选 t鄄BHP 最佳作用浓度为87. 1
滋mol / L;与对照组相比,氧化应激组人动脉平滑肌细胞内玉、郁型胶原表达显著下降(P < 0. 01);与氧化应激组比较,网
膜素组玉、郁型胶原表达显著升高(P <0. 01);与网膜素组比较,ERK 抑制剂组和 p38MAPK 抑制剂组玉、郁型胶原表达均

显著下降(P <0. 05)。 结论摇 网膜素能改善氧化应激对人动脉平滑肌细胞玉、郁型胶原表达抑制的作用,可能通过此

机制促进动脉粥样硬化斑块的稳定,ERK / p38MAPK 途径可能参与网膜素的信号传导。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To study the influence of omentin on the expression of collagen 玉 / 郁in the human aortic
smooth muscle cells subjected to oxidative stress. 摇 摇 Methods摇 Human aortic smooth muscle cells were cultured in vitro.
When cell density reached above 90% , cells were randomly divided into 5 groups: control group, oxidative stress group,
omentin group, ERK(extracellular regulated protein kinases) inhibitor group and p38MAPK(p38 mitogen鄄activated protein
kinases) inhibitor group. 摇 Among them, the control group did not receive any treatment, oxidative stress group were trea鄄
ted with tert鄄butyl hydroperoxide (t鄄BHP, 87郾 1 滋mol / L) to simulate the state of oxidative stress; omentin group were trea鄄
ted,except for 87郾 1 滋mol / L t鄄BHP,with 600 滋g / L omentin; except for t鄄BHP(87郾 1 滋mol / L) and omentin(600 滋g / L),
ERK inhibitors(PD98059,60 滋mol / L) and p38MAPK inhibitors (SB203580,100 滋mol / L ) were used in ERK inhibitor
group and p38MAPK inhibitor group respectively. 摇 The expression of collagen 玉 / 郁 were detected by Western blot hy鄄
bridization. 摇 摇 Results摇 MMT method was used to screen the optimal concentration and the best action time of t鄄BHP. 摇
(1)The optimal concentration was 87郾 1 滋mol / L;(2)Compared with the control group, the expression of collagen 玉 / 郁in
human aortic smooth muscle cells in oxidative stress group decreased significantly(P < 0郾 01);(3)Compared with the oxi鄄
dative stress group, the expression of type 玉 / 郁collagen in human aortic smooth muscle cells increased significantly in
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omentin group (P < 0郾 01);(4)Compared with the omentin group, the expression of collagen 玉 / 郁in ERK inhibitor group
and p38MAPK inhibitor group were decreased significantly(P < 0郾 05). 摇 摇 Conclusion摇 Omentin could improve oxidative
stress鄄induced down鄄regulation of 玉 / 郁collagen in the human aortic smooth muscle cells,and probably promote the stabili鄄
zation of atherosclerotic plaque through the mechanism. 摇 ERK / p38MAPK signaling pathway may be involved in omentin
effect in vivo.

摇 摇 网膜素作为新的脂肪因子,它表达的下调是冠

心病的独立危险因素[1]。 近期临床研究发现在急

性心肌梗死的急性期血清网膜素水平下降,经过 6
个月随访发现它的表达水平升高,可能成为新的预

防急性心肌梗死的靶点[2]。 推测网膜素可能是抗

动脉粥样硬化斑块形成的重要因子。 构成动脉粥

样硬化斑块尤其是纤维帽的主要成分是细胞外基

质,血管平滑肌细胞合成细胞外基质减少是斑块破

裂的内在主要原因[3]。 玉型、芋型胶原、弹力纤维

以及蛋白多糖是细胞外基质的主要成分,赋予纤维

帽稳定性,郁型胶原是粥样斑块基底膜的主要成

分。 氧化应激能诱导血管平滑肌细胞表型从收缩

型转变为合成型,进而促进血管平滑肌细胞的迁移

和增殖,有研究表明氧化应激能抑制玉型胶原的表

达,对郁型胶原的作用尚不清楚。 本研究旨在阐明

网膜素对氧化应激作用下的人动脉血管平滑肌细

胞胶原玉、郁表达的影响。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 仪器

摇 摇 凝胶成像分析系统( SAGECREATION 公司),
倒置显微镜(日本 Olympus 公司),JY600C 通用型电

泳仪(北京君意东方电泳设备有限公司)。
1郾 2摇 试剂

Collagen玉、郁兔多克隆抗体(美国R&D 公司),人
重组网膜素(美国 prospec 公司),叔丁基氢过氧化物

(tert butyl hydroperoxide ,T鄄BHP,美国 sigma 公司),
人动脉平滑肌细胞系(human aortic鄄vascular smooth
muscle cells ,HA鄄VSMC 来自美国 ATCC 的,货号

CRL鄄1999),羊 抗 兔 (二 抗) (美 国 R&D 公 司),
PD98059(美国 Selleck 公司),SB203580(美国 Selleck
公司),其他试剂均为分析纯标准。
1郾 3摇 实验分组

购买的 HA鄄VSMC 细胞系,用 1640 培养基加

10%胎牛血清 37益下 CO2 培养箱中培养,约 80%汇

合时消化,每孔密度 5 伊 108 个 / L 细胞接种于 9 孔

板,细胞密度到达 90% 以上后,HA鄄VSMC 细胞随机

分为 5 组:对照组(仅加入新鲜血浆,不添加 t鄄BHP
和网膜素)、氧化应激组( t鄄BHP 处理)、网膜素组( t鄄

BHP +600 滋g / L 网膜素)、ERK 抑制剂组( t鄄BHP +
600 滋g / L 网 膜 素 + 60 滋mol / l PD98059 ) 及

p38MAPK 抑制剂组 ( t鄄BHP + 600 滋g / L 网膜素 +
100 滋mol / l SB203580),每组 3 孔,同时进行干预实

验,进行干预后,细胞放置在冰上,去除培养基,用
PBS 清洗细胞两遍,吸除 PBS。 每个小皿中加 60 滋L
的 2 伊 裂解缓冲液裂解细胞。 利用细胞刮刮取细

胞裂解液于 1. 5 mL EP 管中,金属浴中煮样 20 ~ 30
min,应用 Western blot 法测胶原玉/郁蛋白表达。 每

孔读取 3 次数据,计算平均值作为该孔的读数,再将

每组 3 孔的数据取平均值作为该组的最终数据。
1郾 4摇 利用 Western blot 法测定人主动脉平滑肌细胞

玉、郁型胶原表达

根据目的蛋白的分子量大小配置相应的蛋白胶。
样品进行上样,每个孔中加入 350 滋g 的蛋白样品。
上层胶恒压 180 V,下层胶恒压 220 V 进行跑胶,100
min 左右(此处为了缩短实验时间而增加了电压)。
转膜:将目的蛋白所在位置的胶切下,120 mA 恒流进

行转膜 70 min。 封闭:利用 5%的脱脂奶粉在杂交袋

中进行封闭(4益过夜)。 再分别用胶原玉、郁一抗(1颐
2000)孵育 1 h 左右。 用 TBST 进行洗膜,5 min 一次,
一共洗 5 次。 在与二抗(1颐 2000)孵育 50 min 左右。
TBST 洗膜:用 TBST 进行洗膜,5 min 一次,一共洗 5
次。 曝光:在暗盒上铺保鲜膜,滴上底物,将 PVDF 膜

放在底物上,保鲜膜盖上,放上胶片,盖上暗盒。 之后

将胶片放在显影液,定影液,水中冲洗,得到所需胶

片。 利用软件分析条带灰度值。
1郾 5摇 数据处理

所有数据均应用 SPSS 19. 0 进行统计分析,各
实验组数据均以实际测定的灰度值与内参 GAPDH
的比值用x 依 s 表示,并根据资料性质分别进行 字2 检

验、方差分析,多组间的两两比较进行 LSD 检验,P
< 0. 05 为差异有显著性。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 T鄄BHP 最适作用浓度的筛选

摇 摇 利用噻唑蓝[3鄄(4,5鄄dimethylthiazol鄄2鄄yl)鄄2,5鄄
diphenyltetrazolium bromide,MTT]比色法进行最适 t鄄
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BHP 作用浓度的筛选。 将体外培养 HA鄄VSMC 细

胞,铺 96 孔板,每孔 5000 个细胞,48 h 后加入不同

浓度的 t鄄BHP,共设定 10 个浓度,0,12. 5 滋mol / L,
18. 75 滋mol / L, 25 滋mol / L, 37. 5 滋mol / L, 50
滋mol / L,75 滋mol / L,100 滋mol / L,150 滋mol / L,200
滋mol / L,每个浓度 6 个重复,分别作用 6 h。 然后向

96 孔中加入 25 滋L 5 伊的 MTT,4 h 后吸除每个孔中

的 MTT,加入 150 滋L 的 DMSO,析出蓝紫色的甲臜,
利用酶标仪进行测量 492 nm 的吸光光度值。 细胞

的存活率分别为 100% 依 0% 、118郾 9% 依 4郾 2% 、
121郾 2% 依 9郾 4% 、 118郾 6% 依 5郾 7% 、 123郾 7% 依
9郾 0% 、127郾 0% 依 5郾 1% 、88郾 5% 依 1郾 7% 、52郾 5% 依
1郾 5% 、35郾 8% 依1郾 6% 和 27郾 7% 依 3郾 0% ,根据浓度

及存活率作趋势图,计算出 IC50 = 87郾 13 依 4郾 78(P <
0郾 05,r = - 0郾 905)因此最终选择浓度 87郾 1 滋mol / L
作用 6 h 作为 t鄄BHP 对 HA鄄VSMC 作用的最佳浓度。
以后所有的实验均以此实验条件为基础。
2郾 2摇 网膜素能促进氧化应激状态下的人主动脉平

滑肌细胞玉、郁型胶原表达的上调

与对照组相比,氧化应激组细胞内玉、郁型胶原含量

显著降低(P <0郾 05),而加入网膜素后玉、郁型胶原含量

显著升高,超过或者接近对照组(P <0郾 05;表 1、图 1 和

图 2)。玉、郁型胶原在人主动脉平滑肌细胞中均有一定

数量的表达;与对照组相比在氧化应激状态下,玉、郁型

胶原表达受到抑制;网膜素促进人主动脉平滑肌细胞

在氧化应激状态下玉、郁型胶原表达恢复至接近对照组

水平,网膜素有改善氧化应激对人动脉血管平滑肌细

胞胶原玉、郁表达的抑制的作用。

表 1. 网膜素对氧化应激状态下的人主动脉平滑肌细胞玉、
郁型胶原表达的影响(x 依 s,n = 3)
Table 1. Effect of omentin on expression of collagen 玉 /郁
in cultured human aortic smooth muscle cells to oxidative
stress(x 依 s,n = 3)

分摇 组 玉型胶原 郁型胶原

对照组 0郾 53 依 0郾 01 0郾 22 依 0郾 01
氧化应激组 0郾 35 依 0郾 03a 0郾 14 依 0郾 01a

网膜素组 0郾 58 依 0郾 00b 0郾 19 依 0郾 01b

a 为 P < 0郾 01,与对照组比较;b 为 P < 0郾 01,与氧化应激组比较。

2郾 3摇 加入阻断剂后网膜素对氧化应激状态下人主

动脉平滑肌细胞内胶原表达上调的作用减弱

在网膜素作用下的氧化应激状态下的人主动脉

平滑肌细胞中加入 ERK 阻断剂后,与网膜素组相比,
在胶原 I 含量无显著差异,胶原郁含量明显下降,与 t鄄
BHP 组差异无显著差异。 加入 P38MAPK 阻断剂后,

与网膜素组相比,胶原 I、胶原郁含量均显著下降(P <
0郾 05;表 2、图 3 和图 4)。 结果表明 ERK / p38MAPK
途径可能参与了网膜素的作用通路。

图 1. 网膜素对氧化应激状态下的人主动脉平滑肌细胞玉、
郁型胶原表达的影响。 摇 摇 a 为 P < 0郾 01,与网膜素组比较。

Figure 1. Effect of omentin on expression of collagen玉/郁 in
cultured human aortic smooth muscle cells to oxidative stress

图 2. 网膜素对氧化应激状态下人主动脉平滑肌细胞胶原表达

的影响摇 摇 0 为对照组,1 组为氧化应激组,2 为网膜素组。
Figure 2. Effect of omentin on expression of collagen玉/郁 in
cultured human aortic smooth muscle cells to oxidative stress

图 3. 加入 ERK 阻断剂和 p38MAPK 阻断剂后网膜素对氧

化应激状态下人主动脉平滑肌细胞内胶原表达的影响摇 摇 a
为 P < 0郾 05,与网膜素组比较。

Figure 3. In cultured human aortic smooth muscle cells
which were treated with ERK and P38MAPK inhibitor
PD98059 and SB203580,effect of omentin on expression of
collagen 玉 /郁 to oxidative stress

图 4. 加入阻断剂后网膜素对氧化应激状态下人主动脉平滑

肌细胞内玉、郁型胶原表达的影响摇 摇 1 为氧化应激组,2 为网

膜素组,3 为加入 ERK 阻断剂组,4 为加入 P38MAPK 阻断剂组。 鄄为
未加入该物质, + 为加入该物质。

Figure 4. In cultured human aortic smooth muscle cells
which were treated with ERK and P38MAPK inhibitor
PD98059 and SB203580,effect of omentin on expression of
collagen 玉 /郁 to oxidative stress
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表 2. 加入 ERK 阻断剂和 p38MAPK 阻断剂后网膜素对氧

化应激状态下人主动脉平滑肌细胞内胶原表达的影响( x 依
s,n = 3)
Table 2. In cultured human aortic smooth muscle cells
which were treated with ERK and P38MAPK inhibitor
PD98059 and SB203580,effect of omentin on expression of
collagen 玉 /郁 to oxidative stress(x 依 s,n = 3)

分摇 组 玉型胶原 郁型胶原

氧化应激组 0郾 87 依 0郾 05 0郾 13 依 0郾 01
网膜素组 1郾 13 依 0郾 10b 0郾 18 依 0郾 03b

ERK 阻断剂组 0郾 78 依 0郾 04a 0郾 10 依 0郾 01a

p38MAPK 阻断剂组 0郾 54 依 0郾 01a 0郾 12 依 0郾 02a

a 为 P < 0郾 05,与网膜素组比较;b 为 P < 0郾 05,与氧化应激组比较。

3摇 讨摇 论

尽管动脉粥样斑块破裂可能造成血管阻塞,但
大部分破裂的斑块可以自行修复而不产生临床症

状。 修复过程中伴随着血管平滑肌细胞侵入并增

殖,合成胶原基质;修复的效果决定了斑块是否有

继续破裂的危险[4]。 氧化应激是动脉粥样硬化斑

块破裂的重要外在原因,它能够抑制平滑肌细胞的

功能,促进其凋亡,减少胶原基质的合成,导致纤维

帽变薄,斑块破裂不能自行修复。 本研究发现,应
用 t鄄BHP 模拟氧化应激状态,当 t鄄BHP 作用于正常

人主动脉平滑肌细胞时,与对照组比较,细胞内玉、
郁型胶原的表达显著下降,而加入网膜素后,玉、郁
型胶原的表达上调, 这一上调作用能被 ERK /
p38MAPK 阻断剂抑制,ERK / P38MAPK 可能参与了

网膜素细胞内的作用。
网膜素(omentin)是一个新近发现的脂肪因子,

大量的临床研究发现,网膜素与冠状动脉粥样硬化

形成密切相关,它表达的下调是冠状动脉粥样硬化

性心脏病的独立危险因素[5]。 在急性冠脉综合症

患者较稳定心绞痛患者血清中网膜素 1 水平显著下

降[1]。 Greulich 等[6]人基于临床及基础研究发现网

膜素 1 是心血管保护的脂肪因子,然而网膜素抗粥

样硬化的机制尚不明确。 I 型胶原主要聚合成粗纤

维,是纤维帽的主要成分,郁型胶原为基底膜胶原,
为组成斑块基底部的成分。 氧化应激状态引起二

者的含量下降表明动脉平滑肌细胞的修复能力下

降。 本研究通过 Western blot 方法测定胶原表达量,
发现存在氧化应激的状态下,加入网膜素后能够促

进动脉平滑肌细胞内胶原含量增加接近正常对照

组,尤其是胶原 I 的合成。 胶原含量的增加能够确

保动脉粥样斑块的稳定性,减少斑块破裂事件发

生。 本研究也首次观察了网膜素与氧化应激作用

的相互关系,它可能通过上调动脉平滑肌细胞内胶

原表达的机制,阻止氧化应激引起的斑块破裂。
在网膜素在细胞内的信号传导通路尚不明确。

目前尚无网膜素逆转氧化应激作用的分子机制。
Kazama 等[7]的研究表明网膜素(300 滋g / L,30 min)
能够通过 p38MAPK 途径拮抗炎症因子的作用。 在

本研究中,分别加入 ERK 和 p38MAPK 阻断剂后,网
膜素对玉、郁型胶原表达得上调作用减弱,玉、郁型

胶原表达下降,接近未加入网膜素的氧化应激组的

水平。 表明网膜素促进平滑肌细胞产生胶原的作

用消失,过 ERK / p38MAPK 信号传导通路可能参与

了网膜细胞内信号传导,仍需进一步研究。
综上所述,本研究发现网膜素能逆转氧化应激

所致的人主动脉平滑肌细胞胶原含量减少的作用,
增加平滑肌细胞产生胶原,这有利于在动脉粥样斑

块内的修复,并初步探讨了其作用的信号传导通

路。 将为冠状动脉粥样硬化的治疗,提供新的治疗

方向。
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